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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Herstellung von Fettsauren und Glycerin 

(g) Vorgeschlagen wird ein Verfahren zur Herstellung von 

Fettsauren und Glycerin durch enzymatische Spaltung 

vonTriglyceriden, welches sich dadurch auszeichnet, daB 

man waBrige Zubereitungen von Lipasen ("Lipasestamm- 

losungen") einsetzt, die nach der Herstellung uber einen 

Zeitraum von mindestens einer Woche bei Temperaturen 

im Bereich von 10 bis 80° C gelagert worden sind. 
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Beschreibung 

Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiel der oleochcnuschen GrundsiofiFe und betrifft ein enzymalisches Verfahrcn 
zur Fettspallung. 

5 

Stand der Technik 

Zur Herstellung von Fettsauren werden pflanzliche Feite und Ole, die chemisch betrachtet Triglyceride darstellen, iib- 
licherweise durch Kinblasen von uberhitziem Wasserdampt gespalien. Altemativ sind auch enzymatische Hydrolysever- 

10 fahren bekannt, die bei sehr viel milderen Bedingungen ablaufen und gelegentlich auch in der Technik eingesetzi werden. 
bcispielsweisc um im Sinne einer Vorspaltung die Saurezahl der Triglyceride zu erhohen, die dann der konventionellen 
Dampfspaltung zugeleitet werden. In diesera Zusammenhang sei beispielsweise auf die Aufsatze von M. Biihler et al. in 
FalSci. Technol. 89, 156(1987) sowie W. T.infield in J. Am.Oil.Chem.Soc. 61, 1067 (1984) sowie die Druckschrifien HP 
0694073 Bl, EP 0832183 Bl und WO 98127219 (Henkel Corp.) verwiesen. Von Nachieil isl jedoch, daB die bekannien 

IS Lipasen hinsichllich ihrer Hydrolyseaklivilat vcrbesserungswurdig erscheinen. Demzufolge hat die Aufgabe der vorlie- 
genden Erfindung. darin bestanden, ein Vcrfahren zur lipasekataiysierten Fettspaltung zur Verfiigung zu slellen, daB sich 
durch eine erhohte Aktivitat, d. h. einen rascheren Umsatz auszeichnet 



Beschreibung der Erfindung 



(Jegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Fettsauren und CJlycerin durch enzymatische Spaliung 
von Triglyceriden, welches sich dadurch auszeichnet, daB man waBrige Zubereitungen von Lipasen ("Lipasestanimlo- 
sungen") einseizt, die nach der Herstellung iiber einen Zeitraum von mindestens einer Woche bei Temperaturen im Be- 
reich von 10 bis 85°C gelagert worden sind. 
25 Wahrend man nach gangiger Lehrmeinung zur Fettspaltung bislang stets frisch heigestellte Lipasestammlosungen ein- 
selzte, wunle nun uberraschcnderweise gefunden, daB durch Alierung der Zubereitungen bei hoheren Temperaturen 
nicht ciwa cin mikrobiclicr Abbau staitfindct, sondcm ganz im Gcgcnicil die Hydrolyseaklivilat der Enzyme bctrachtlich 
gesteigen wird. Eine nach dem erfindungsgemaBen Verfahren vorgenommene Vorspaltung erlaubt somit einen erhohten 
Durchsatz der Fetle und Ole im konventionellen DruckspaltungsprozeB. 



Triglyceride 



Die Auswahl der als Ausgangsmaterial fiir das erfindungsgemaBe "Vferfahren in Betracht kommenden Triglyceride ist 
an sich unkritisch. Neben synlhetischen Triglyceriden konmien aus Gciinden der Verfiigbarkeit vorzugsweise pflanzliche 

35 Oder tierische Fetie und Ole in Betracht. Typische Beispiele sind pflanzliche Ole wie etwa Kokosol, Palmol, Palmkemol. 
Olivenol, Olivenkemol, Rapsol alter und neuer Zuchiung, Sonnenblumenol alter und neuer Zuchtung, Ricinusol. Leinol, 
BaumwoUsaatol, Meadowfoamol, Babassuol, ReisoL Erdnussol sowie (see)uerische Fetle wie etwa Rindertalg, Schwei- 
neschmalz oder Fischol. Vorzugsweise werden raffinierte, d. h. entschleimte Triglyceride eingesetzi, deren Wassergehall 
im Bereich von 0,01 bis 20 und insbesondere 0,1 bis 5 Gew.-% liegt. Die Triglyceride konnen von 0,01 bis 20 und ins- 

40 besondete 0,1 bis 15 Gew.-% freie Fettsauren enthalten und lodzahlen im Bereich von 1 bis 180, vorzugsweise 5 bis 150 
und insbesondere 45 bis 95 aufweisen. 

Lipasen 

45 Unier dem Begriff Lipasen werden Enzyme verstanden, die zur Gruppe der Hydrolasen bzw. Esterasen gehoren und 
spezifisch Triglyceride in die Bestandteile Fetisaure und Glycerin spaiten, wobei das Aktivitatsoptimum der Enzyme iib- 
licherweise im Bereich von pH = 5 bis 9 liegl. Eine Ubersicht hierzu findet sich beispielsweise in Trends Biochem.Sci. 
14, 125 (1989). Gceigneie Lipasen, wie beispielsweise von Candida rugosa werden von der Firma Novo Nordisk unier 
der Marke Lipolase® 30 T oder 100 T (Novo Nordisk) als Waschmitielenzyme angeboien. Einseizbar sind auch handels- 

50 iibliche fliissige Lipasepraparationen. 

Hydrolyse 

Zur Herstellung einer Stammlosung bzw. -suspension werden die Lipasen unter Riihren in Wasser eingetragen und an- 
55 schlieBend iiber einen Zeiu-aum von mindestens 1 Woche, vorzugsweise von 1 bis 10 Wochen gelagert. Es hai sich als op- 
timal erwiesen, die btammlosungen 2 bis 8 Wochen zu lagem, da anschlieBend wieder ein aUmahUcher Abfall der Hy- 
drolyseaktivitai zu beobachien ist. Die Lagenemperaiur soUte dabei zwischen 10 und 80°C liegen, wobei ein Bereich von 
20 bis SO'C besondcrs vorteilhafl isL Werden die gelagcrtcn ("gereiflen") Upasen dann den Triglyceriden zugesetzt, so 
beiragt deren Einsatzkonzentraiion in der Regel 0,1 ppm bis 15 Gew.-% und vorzugsweise 1 ppm bis 5 Gew.-%. Die Re- 
60 akuon.slemperatur sollre im Bereich von 0 his 80 und vorzugsweise 1 5 bis 65°C liegen. Durch ausreichende, idealerweise 
kontinuierliche Durchmischung des Reaktionsgemisches, z. B. bei Riihrgeschwindigkeiten von 20 bis 1000 Upm, vor- 
zugsweise SO bis 300 Upm oder auch kontinuierliches Umpumpen wird die Hydrolysegeschwindigkeit der Reakiions- 
partner gesteigen, andemfalls nimmt siedeuilich ab. Der Wassergehall des Reaktionsgemisches kann - bezogen auf die 
Triglyceride - bei 0,01 bis 40, vorzugsweise 1,5 bis 8Gew.-% liegen. 



Beispiele 

Enzymatische Vorspaltung von Palmkemol. Zur Herstellung einer Lipasestammlosung wurden 806,5 mg Lipolase* 
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1 00 T (Novo Nordisk) in einerSO-ml Weithalsflasche mil Magnelriihrslab eingewogen, danach wurden 50 mi Wasser zu- 
gegeben und die Susf)ension fur 15 min bei Raumternperaiur geriihrt. Die Losung (Susf)ension) wurde im Warmeschrank 
bei 35 bis 36°C geiagert. Vor Gebrauch wurde die Lipaseslammlsg. fiir 30 min bei Raumtemperatur stark geriihrt (ca. 
800 Upm). In einer 100 ml Weiihalsglasflasche mit Magnelriihrslab wurden 75,0 g Palmkemol (Conloh Minyak, 
4,1 Gew.-% freie Fettsauren, 0,19Gew.-% Wasser, IZ 18,04, Herkunfi Indonesian, vorher im Warmeschrank bei SO^C 
aufgeschmolzen) und 2,25 g Brauchwasser eingewogen. Mit Hilfe einer Eppendorf-Pippelie wurden dem geriihrten An- 
satz genau 0,315 ml der Lipasestammldsung zudosiert. Daraus ergibt sich eine Konzentration der Lipase im Ansatz zu 
ca. 81 ppm und ein Wasseigehalt von ca. 3,5% (bezogen auf Palmkemol). Danach ruhrte man den Ansaiz ca. 5 rain bei 
ca. 800 Upm mil Hilte eines Magnetriihrers bei SO^C. Nach dieser Zeit reduzierte man die Riihreigesch windigkeit auf ca. 
80 bis 90 Upm fiir den weiteren Verlauf der Versuchsdauer und nahm Proben flUr die SSurezahlbesiimmung (Tiiration mit 
0,1 m NaOII) zur Bestimmung des Reaktionsfortschritts (Ilydrolyse des Pettes/Ols, erkennbar an einer Zunahme der 
Saurezahl). Die Reaktionstemperatur wurde mittels eines Thennostaten (Wasserbad) bei 30°C gehalten. Die Ei^ebnisse 
sind in Tahelle 1 zu.sammengefaBt. Die Beispiele 1 hi.s 3 sinderfindungsgemaB, dieBeispiele VI und V2dienen zum \fer- 
gleich. 

Bei hoherer Reaktionstemperatur (z. B. 40°C state 30°C) nimmtdie Hydrolysegeschwindigkeit zu, ebenso bei slarke- 
rem Riihren des Reaktionsgemisches (z. B. 250 statt 80 bis 90 Upm). Bei unterbrochener Ruhrung nimmt die Hydroly- 
segeschwindigkeit hingegen ab und es werden fiir rohes Palmkemol nach 168 h nur Saurezahlen im Bereich von 30 bis 
40 erreicht. Die Saurezahl des vorgespaltenen Feites/Ols strebt bei langerer Versuchsdauer einem Grenzweri zu, der 
durch den Wassergehalt des Reaktionsgemischs und die Lage des Hydrolysc- bzw. (Riick-) Veresterungsgleichgewichts 
gegeben ist (im Falle von rohem Palmkemol unter den angegebenen Versuchsbedingungen z. B. bis Saurezahl 93,9 nach 
1 2 Tagen bei .30°(1 entsprechend ca. 37 (iew.-% freie Fettsauren). 
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Lipase- Vbrspaltung von rohem Palmkemol 



Realctionszeit^h]. . 


VI 


V2 


1 


2 


3 




Saurezahl 


0 


12,7 


12.7 


12.7 


12,8 


13,0 


6 


18,2 


17,3 


25.7 


29.4 


36.2 


24 


41,8 


36,3 


44.8 


43.7 


48.6 


48 


56,3 


51.0 


62,4 


57,6 


68,5 


72 




61.9 


70.7 


72.8 


75.7 


144 




77.7 


84,5 


85,9 


87.1 


168 


81.3 


80,3 


85,7 


87,7 


88.3 


192 






88,1 






216 






90,2 






240 






90,9 






264 






93,9 






268 






93.9 






Lipasestammldsunc 


r 


Lagerzeit 


frisch 


4 Tage 


2 Wochen 


3 Wochen 


5 Wochen 


Lagertemperatur 




35 "C 


35 


35 "C 


35 



30 



35 



40 



45 



SO 
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Patentanspruche 

60 

1. Verfahren zur Herstellung von Fettsauren und Glycerin durch enzymatische Spaltung yon Triglyceriden, da- 
durch gekennzcicbnct, daB man waBrige Zubereiiungen von Lipasen ("Lipaseslammlosungen") einsetzt, die nach 
der Hersi£llung fiber einen Zeiiraum von mindestens einer Woche bei Temperaturen im Bereich von 10 bis 80°C ge- 
iagert worden sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man wSBrige Zubereiiungen von Lipasen einsetzt, die 65 
1 bis 10 Wochen geiagert worden sind. 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB man als Triglvceride pflanzliche und/oder 
tierische Fette und/oder Ole einsetzt. 
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4. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man Triglyceride ein- 
setzt, die 0,01 bis 20 Gew.-% Wasser enlhalten. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man Triglyceride ein- 
setzt, die 0,01 bis 20 Gew.-% fr^e Fettsauren enthalten. 

6. \^rfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man Triglyceride eih- 
selzL. die lodzahlen imBereich von 1 bis 180 aufwdsen. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gdcennzeichnet, daB man die Lipasen in Men- 
gen von 0,1 ppm bis 15 Gew.-% - bezogen auf die Triglyceride - einsetzt. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gdcennzeichnet, daB man die enzymatisdie 
Hydrolyse bei Temperaturen im Bereich von 0 bis 80"C durchfUhrt. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Reaktionsgemisch 
koniinuierlich durchmischt wird. 



